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WWCEDE DE DETECTIOH BE MOLECULES COMTENANT 

™tzzzz^"™ d, ™ s - - ^^/s 

CES MESAPPARIEMENTS, ET APPLICATION A LA DETECTION rZ 
SOBSTITUTIOMS OU DE DELETIONS DE £s*l D Z S ^ 
SEQUENCES HUCLEOTIDIQUES . DES 

- JiUt^n^ <i lnVentlOB * *~* «n procidi 

-oKcul.. cont«»ant d.. 
XunilMnt. nucl.otidlo«.. t d. loc.ll..tion ^1 

c. . m«..pparl.m™., . t . on ippllc . tlen 4 lm £££ 
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r*9io„. d'ADN d. fill, important, ont tout..^ 



10 



15 



J^ #n !* nt _ lM »«thod.. di.ponibl.. pour 
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i du 
:ion« 

Lit! d, ° rdl ~ t «" - 1* r«gion cibl. .t d.. 
condition. d..l.ctrophor... adapt... A ehaou. fr.n-nt 

30 °* #rs #t al - (l987) ' " th0-B »T«S7S! 

I* tachniqu. d. conformation poly^rphlqu. du 
.1^1. brin (SSCP >, (orlt. .t al. (1989, - g.„o, 1c ., 
5» 874), .„ d .plt d. .a .implicit. .xp.rim.ntal. . 

35 »~ »• -*t.ction d. mutation 

35 dan. d.s fr.gm.nt. d'ADN d'.»viron 150 pair., d. 
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dotoctor certain.* nutations. 

On ontond p. r sondo una .oquoneo nuclootidiqu. 
»arquaa ccporfnt un no.br. do nuclaotida. .uf fi.. nt 
pour otablir la complo-ntarita .pacifi,™ ontro cotto 
•aquanea .t 1. .aquoneo praaanta .tan. l'achantilion. 

A tltr. d'.xa«pl., »n. .ond. utlllsaa .. lon 
1 invention peut co«portor d. 8 A 2.000 nuelootldos. 

On mttnd par hotarodupl.x un brin d'AON 
—plifi. avac un brln co«pla«.„taira contanant au 
■olna on ■••apparlM.nt on un. dol.tion ou bouelo do 
non apparlaaant. 

I*. dMundtnxi s. sont done attachos 4 la ml., 
•n otuvrv d'un. t.chnlquo plu» fiabi., plu. rapid. , t 
•uto—tl.abl., P.r«tt.nt un. dotorlnation .an. 
••bigulta do la .ub.tltutlon do b... . ccpr.nant un 
»o«br. r«d»it dotapo., .t utili.ant d.« «ar*,.ur. non 
radlo.ctlz. . 

I*, danandour. ont done montre do auuiloro 
.-rpranwt. qua Von pou„ait dtfetor ot po.ltlonn.r 
20 d un. —mar. pl„. rapld . . t plu , f 

substitution, do ba... <uns d.. saquanca. 
nucl«otldlqu.. *n *arquant ehacun do. brln. ..n. .t 
non-».n. par un «arqu.ur fluoroaeont ou .nsy»atiquo. 

^'utilisation d. aarquours £luoro.eant« a.t 
•u..i un avantag. an ea qui eoneomo lo. condition, 
geniralo. do «!•• on oouvxo do la -athode tant du 
point do vu. soeurlt* quo du point do vu. apparolliag. 
. Ell. puaat d'autro part d'utillsor do. aarquours 
diff.r.nt. pour chaquo brln , sans qua c. doublo 
aarquaga lapllqua da. difficult*, t.ehnlqu.. ou 
aatarlallaa , com. c. ..rait la cas si l'on dovait 
procad.r 4 un doublo aarquago radloaetif . 

l*m daaandaurs ont an outro aontra qua l'on 
pouvalt dotoctor do aanlftre rapldo do. daiotion. ou 
.ub.titution. d. ba... .n eriblant 1.. hotoroduplox 
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La molecule d'ADN double brin A determiner 
poasede avantageusement una taille comprise antra 150 
at 10.000 palraa da bases. 

Pr4f4rentiellement, las heteroduplex sont mis 
5 an evidence par cllvage das parties das hrlnm non- 
appariaas . 

L'fttape d 'hybridation est effectuate, selon tin 
node de mise en oauvre connu da 1'homme du metier, par 
denaturation at renaturation de l v AON amplifie, ca qui 
10 permet da former das molecules mesapparlees si l'ADN 
contlent, A l'e)*-*t het4roxygote ( maladies genetiques) 
ou de manlere heterogene 4 1'etat de mosai'que 
cellulaire ( siaase tumorale melange© avec das cellules 
seines en diverses proportions) ou una plusleurs 

15 mutations ( d414tlons ou substitutions). 

Dans la cas oft 1 'ADtt dans la quel on recherche 
la mutation provlent d'une cellule haploXde, las 
molecules h4t4roduplex se forwent si 1 •amplification 
d'un m41ange d*AON des deux types, sauvage at mut4, a 

20 ete effectu«e. 

Pr4f*rantiellement , le reactif coupant las 
parties non appariies est un reactif chlmlque, tel que 
1 9 hydroxy 1 amine, le t4troxyde d 'osmium ou la 
permanganate de potassium ou una enzyme telle que la 

25 HtttY ( Lu at Chang, (1992), Genomics, 14, 249-255) ou 
^ne des enzymes , endonucl4ases at glycosylates , 
decritea par Chang et Lu en 1991 (Nucleic Acid Res*, 
19, 4761-4766), par Chehabet et Kan en 1989 (Proc. 
Natl. Acad. Sci., USA, 86, 9178-9182), par Hennecke et 

30 al. en 1991 (Nature, 353, 776-778), par Nickers on et 
al. en 1990 (Proc. Natl. Acad. 8cl. USA, 87, 8923- 
8927), par Wieabauer et Jlrlcny en 1990 (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 87, 5842-5845) ou jar Yeh et al. an 
1991 (J. BZol. Cham., 266, 6480-6484) . 

35 Zls peuvent aussl itrJ mis en 4vldence par una 
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aethode biophyslque permettant da lea diff*rencier das 
homoduplex , telle qua la chroma tographie ou 
1 * eiectrophorAse ; 

Avantageusement # las hAt Aroduplex sont , 
prAalablement A leur alse an evidence, concentres par 
paaaaga aur un support las retenant specif iqueaent. 

Salon la sacond mode da miaa an oeuvre, 
1' Invention a pour objat un proc*d* da detection de la 
presence da substitutions ou da deletions da baaas 
dans una sequence nueieotldique comprise dans una 
preparation d'ADN double brin A tastar dans lequel t 

- on aaplifle da nanlAre spAclfique la region 
contanant la sequence nueieotldique d'une part da 
1 'AON A tastar at d 'autre part d'un AON dont la 

15 sequence ast conriue, 

- on hybrlda las AON amplifies , at 

- on «at an evidence las heteroduplex formes 
par passage sur un support las retenant 
spAclf iquement • 

20 Slla a d 9 autre part pour objet un procAdA de 

detection da la presence de substitutions ou da 
dAlAtions da bases dans una sequence nueieotldique 
comprise dans una preparation d *ADN double brin 
heterozygota ou hAtArogAna A tastar dans lequel s 

25 - on ampllfle da manlAre speclflque la rAglon 

contanant la sequence nueieotldique de I'ADN A tester, 

- on hybrlde l'ADN asiplifiA, at 

- on met an evidence les heteroduplex fozaii 
par passage sur un support las retenant 

30 spec! fiquenent . 

Preferential lement, ladit support porta una 
proteine liant de manlAre ApAciflque lea heteroduplex 
telle que la MutS. Las heteroduplex retenus sont 
reveies par una Molecule mm fixant specif iquement sur 

35 I 9 AON, telle que le bromure d'ethidium ou par tout 
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autre moyen k la portte de l'homme du metier , tel que 
la fluorescence ou la radloactlvlt*. 

Led It support peut ftre constitu* de billes, 
spheres ou partlcules ou fit re la parol d'un pults 
5 d'une mlcroplaque pour test biochimlque, recouverts 
d*un antlcorps antl-MutS. 

La prtsente invention est par tl cu 1 i *r emen t 
adaptte A la detection de substitutions de bases chez 
des patients attaints de maladies htetdltalres , 
10 telles l'angiodtme , l'htaoglobinopathie, la 
mucovlcidose, la dyotrophle musculaire et chez des 
patients attaints de Maladies canctreuses telles que 
le cancer du seln, la leucfoie, le cancer du colon et 
les maladies liAes 4 l'attelnte de sequences oncogenes 
15 ou antloncogtnes « 

L'lnttrit du second mode de mlse en oeuvre de 
1 • invention reside dans le fait qu'll permet de 
cribler rapldement un grand nombre de preparations 
d'ADN, une population par exeaple. 
20 8*11 permet une detection d'une mutation, 11 ne 

permet pas sa localisation qui peut quant k elle itre 
effectuAe par un procAd* salon le premier mode de mlse 
en oeuvre. 

La prAsente invention a en outre pour objet une 
25 composition comportant au moins trols sondes 
permettant de former des Mtiroduplex avec des 
sequences nucliiques dans lesquelles on recherche la 
presence ou 1* absence de mutations ponctuelles. 

Bile a enfin pour objet, des heteroduplex 
30 associis k un complexe constltui par une molecule- de 
type Nuts et un antlcorps anti-Nuts. 

La prAsente invention peut itre aisiment mlse 
en oeuvre par l'homme du mitier utlllsant ses 
connalssances gfoArales dans le doaalne de la 
35 biologle, et en particuller dans le domaihe de la 
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prof 11 pour la mutation Pro467Arg , 

- la figure 3D est la prof 11 obtenu par 
traltement das mesapparlements da la figure 3C par 
l'hydroxylamlne , 

" la 'ignre 4A xepreaente le fragment de 588 
palres de base eomprenant le alte de reatrletlon de 
1* enzyme HglAi, 

- la figure 4B est l« photo d'un gel de 
migration das prodults du traltement par 
l'hydroxylamlne d*appar laments entre l'allela aauvage 
et 1 'allele d'un patient presontant una double 
mutation en els dans le fragment lllustre sur la 
figure 4A , a differ antes dilutions , 

~ figure 4C represent* le prof 11 apres 

traltement par l'hydroxylamlne des prodults de coupure 
du arm non-codant dans una situation bu l'ADN n'a pas 
eta dllue , 

- la figure 4D est un agrandlasement de r«glons 
contenant les pies en position 295 et 317 de la figure 
20 4C , a different** dilutions . 
Materlels et lath^g, , 

Echantlllona d'ami 

36 patients non lies attaints d'angioedeme dont 
1' analyse par des techniques d'hybrldatlons sur 

25 membrane (blot) n'a pas revolt d'alteratlons genlques 
ont • ate studies et les essals ont port* sur les 
mutations ponetuelles dans l'exon 8 en uti'isant la 
methode claaslque de CCM ( Cotton et al. (1988). Proc. 
Hatl. Acad. sei. USA 85, 4397-4401) at la mithode de 

30 sequengage da 1 'ADIf 

riPgtcitlen da, sondes wantoi «... in 

maroueurs , 

Des amorces ollgonucleotldlques ont ete 
synthetlsfes sur un synthetlseur Beckman 200A DNA ou 
35 un synthetlseur Applied Blosystera 392 ( ABZ) DNA/RNA . 
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Un microgramme d'ADN g4nomique isoie A partlr 
de leucocytes du sang p4rlph4rique a 6t6 ampllfie par 
la technique de polymerisation en chains ( dlte PCR ) 
dans un milieu riactionnel de 100 */i , en utillsant 
5 des amorces oligonucl£otldiques El et E2 , comae 
illustre sur la figure 1A. 

La reaction a 4t4 effectuCe durant SO 4 35 
cycles . La sonde marquee par fluorescence a 4te 
obtenue par ^amplification , durant 25 cycles , en 
10 utillsant 2 |il du prodult de la premier* reaction 
d 9 amplification et en utillsant les mfimes amorces 
rendues fluorescentes par couplage d*un ester d'un 
colorant et du N-hydroxyl succlnlmide *4 un coupleur 
aminohexyl 11* * l'extrftmlte S'selon le protocols ABI ♦ 
*S La sequence de !• oligonucleotide El, qui est 

marquee avec le fluorophore JOE est : 5 C -0T6 AAC TTG 
AAC TAG AGA AAG C-3 . 

La sftquence de 1 'oligonucleotide E2 , qui est 
marquee avec le fluorophore FAM , est : 5 f - TGA GGA 
20 TCC CAC GAA CTG CCA G-3 1 . 

Formation d*het4rodut>lex et clivaee chlmioui 
tfe ff ff«TOPMj+fltnti 

Des fragments amplifies par polymerisation en 
chains et ■ doublement marques sont pr4clplt4s & 
25 methanol . Les quantltes d'ADN sont ostimAes sur tin 
gel d 9 agarose et 450 ng d'ADN sont utilises afln de 
former des h4t4roduplex . Les 4chantillons sont port4s 
4 ebullition durant 5 minutes dans *50 |il de NaCl 1,3 
M/MgCl 2 3,5 AM/ Tris-HCl 3 mM pH 7,7 , refroidis sur 
30 de la glace durant 5 minutes puis lncub4s durant la 
nult 4 42 *C. 

Aprts hybridation , les 4chantlllons sont 
pr4ciplt4s avec de l*4thanol et resuspendus dans 18 pi 
d'eau. 

35 Le protocols de hase pour effectuer la coupure 
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chlmique des m6sapparlements a 6t6 dftcrit par Cotton 
et al. ((1988) • Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 4397- 
4401) . 

6 J/1 d • h6t6roduplex d'ADN sont utilises pour 
5 cheque modification chlmlque . Pour chaque experience 
# 5 ml d* hydroxy chlorure d ' hydroxy lamlne 7M sont 
prftparfts dans da l'eau distillee at 4 ml sont titrfts 
jusqu'A un pti da 6 par Addition da diAthylamlne • 

6 |fl d'ADN sont traltes par 20 j/1 d*une 
10 solution d* hydroxy laraine a 37 *C durant 45 minutes ou 1 
heure La concentration finale d 9 hydroxy lamine est 
approximatlvement de 3/8 M. 

Lm tetroxyde d* osmium ( 4 % en poids de la 
solution dans l*eau ) est diluft dans de l 9 eau 
15 c"stillfte jusqu'a obtention d*une solution de base ft 1 
et des allquotes sont stock6s ft - 80*C . dans des 
tubes silicon** . 

6 |il d*AON sont incubes durant 15 minutes ft 
temperature ambiante dans una solution de tfttroxyde 
20 d' osmium 0,4 % / pyridine 2 % / Hepes pH 8 0,5 mM / 
Na 2 £DTA 0,5 mH dans un volume total de 25 pi dans des 
tubes siliconAs . 

Les reactions sont arrftttes en trans fir ant les 
tchantl lions dans de la glace et en ajoutant 200 |il 
25 d* ac*tate de sodium 0,3 M pH 5 # 2/NA 2 £DTA 0,1 mM/tRNA 
de levure 50 pg/ml. L*AON est prtcipitft ft 1 9 aide de 
2,5 volumes d'tthanol dans de la glace carbonlque . 
Aprfts centrlfugation , les culots d*ADN sont lavfts 
deux fols avec de l'*thanol A 70 %, resuspendus dans 
30 200 j/1 d 9 acitate de sodium 0,3 H pH 5,2 et 
reprecipltes una nouvelle fols par de l v ethanol 
Aprfts deux lavages ft l'Athsnol , les culots seches 
sont resuspendus dans SO ul de pip*ridlne 1 M et 
Incubes ft 90 # C durant vingt minutes. Aprfts la coupure 
35 par la pipftrldine , 5 pg de tRNA de levure et 50 |/1 
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d'acAtate de sodium 0,6 M pH6 sont ajoutAs et l'ADN 
est prtciplt* par l'Athanol . Les culots sont lav6s 
deux fois avec de I'ftthanol A 70 % , resuspendus dans 
100 |il d'eau dlstillAe, lyophllisAs et resuspendus 
5 dans 8 jil de formamide 83 %/Na 2 EDTA 8,3 mM. 4 jil de 
chaque Achantlllon , mAlang6s avec 0,5 |il de marqueur 
de poids moltculaire fluorescent ( GS2500P ROX, ABI ) 
sont charges sur un gel de polyacrylamlde dAnaturant 4 
6 % dans un sAquenceur d'ADN automatlque commerclallsA 
10 par ABI . lies rAsultats sont rasseoblAs et analyses en 
utilisant le loglciel GENESCAN 672 (ABI) . 
EXEMPLE 1 t 

PftWtlgn Slfi mutations dans le eAno CI- 

InhlfrlttVir dt PftttWttf fttttlfltf d'analoodAme 

15 hArAdltalrs . 

Des smtations dans le gftne Cl-inhlhiteur de 
patients attaints d'angioedtae hArAditaire constituent 
un noddle d'Atude de la mAthode objet de la prAsente 
Invention ♦ 

20 Le gAne Cl-lnhlblteur est long de 17 kb et est 

composA de 8 exons En choislssant les amorces 
ollgonuclAotidiques dans des introns et A proxlmitA de 
1'extrAmitA 5* et 3* des exons , on pout facl lament 
obtenir par amplification par la mAthode de 

25 polymerisation en chains des fragments de longueurs 
comprises entre 6 OO pa ires de base (pb) et 1000 pb 
comprenant aussl blen des exons individuals que des 
groupes d 1 exons et couvrant toutes les regions 
frontiAres intron-exon . 

30 L*exon 8 a At* ampliflA A 1'aide des amorces El 

et E2 comma UlustrA sur la figure 1A qui represents 
de manlAre schAmatlque 1 • organisation de la region 
contenant l*exon 8 . Comme le montre cette figure , 
1 • amorce El est situ As A I'lntArieur de la rAglon 3* 

35 non transcrlte , 211 palres de base en aval du codon 
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•top L-a»orce E2 e8t sltuee 

I'lnterleur do i. lntron 7 , l4? palre8 de J£ * 
.«ont du premier nucleotide de 1'exon 8. Le. 84 codons 
«g»re Ib"" " Pr0<iUltS »>* *«. d. la 

Mult nutations ponctuelles diffArentes , i. 
plupart tradui.ant par une deterioration de i. 
production de la protAine Cl-inhibiteur, ont At* 
trouv... a 1-aide de 1. technique conventlonnell. CCM. 
De Plu. , une permutation de G en A a l'intArieur du 
codon 458 indult un polymorphism, deja connu pour le 
site de 1 -enzyme de reatrlctlon Hgl AI (Bock et al. 

rf !:^ 1 ° Ch " Bl " try ' 42M "«" >• «»t.tlo„« 

Gln452Glu ( permutation de c en 6 ) et Pro459Arg 
permutation de t en G ) , qui .ont r.U... p. r la 
llgne pomtlllee .ur la figure ib, ont AtA trouvee. 
sur le mtae chromosome . 

L'ADN du patient portant ce. mutation, a done 
1 "° l * 1 POUr le. condition, de cllv.g. 

* *" »"•**•«* la dAtection d. ...appanements 
■ultlples sur le meme brln d'ADN . 



, . 1# " 0ntr * la £l9Ur- 2B ' cllvage par 
1 hydroxylamlne de. re.ldus c non apparle. sur 1. brln 
non codant donne n.l... nC e a deux pic. correspondent a 
25 de. fill., de 295 et 317 nucleotide, resp^tivement , 
eomme on pouvalt le predlre A partlr des type, de 
aolAcule. hAtAroduplex forme, qui .ont schematlquement 
represent*, sur la figure 2A . s«r 1. figure 2A, les 
brln. sen. .ont Identifies par un carre representant 
30 un marquage fluorescent particuller tandls que les 
brins non-sens . ont identifies par un rond 
correspondant a un autre marquage. 

Les deux pics obtenus presentent une intensitA 
importante , par rapport A l'intensite de la 
35 fluorescence du materiel non clivA. on note qu'en fait 
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seulement un quart des molecules d'ADN sont supposAes 
contenir le mAsappariement qui rend les rAsldus C 
facllement accessible* A 1 'hydroxylamlne . 

Tandis que 1'lntensitA du pic en position 295 
5 reflate directement la nature de la modification et du 
clivage , 1* intensity de fluorescence en position 317, 
qui est la plus distante par rapport au site de 
marquage f luorescent , est f alble par rapport au 
clivage supposA A ce site . 

10 Ces rAsultats et des rAsultats sinilaires 

obtenus avec le tAtroxyde d 1 osmium indiquent que les 
conditions utilises* permettent la detection de 
clivages multiples sur le mtae brin* En fait des 
conditions lAgArement plus douces de traitement par 

15 1* hydroxylamlne ont AtA utllisAes ultArieurement en 
ralson du falble clivage sur la position la plus 
lointalne de coupure ( pic 317 ) et ont permis 
d'obtenir des clivages de l'ordre de 100 %. 

La figure 2 11 lustre aussi que l*on obtient des 

20 informations redondentes en marquant les produits 
correspondent atox deux types d* allele . 

Sur la figure 2A , les brlns dArivAs d' allele 
de type sauvage sont represented en gras, et les 
distances des bases IntAressantes sont indlquAes A 

25 partir du marquage fluorescent terminal • 

La figure 2B est relative A la coupure par 
1 * hydroxylamine des rAsldus C non apparlAs . L'axe 
horizontal reprAsente la tallle des fragments simples 
brlns d v A0N dArlvAs des brins codants et non codants . 

30 L' Ache lie de tallle des nuclAotides est obtenue A 
1'aide du marqueur de tallle , qui est marquA avec un 
trolsiAme colorant fluorescent . L' Ache lie verticals 
indlque les IntensltAs de fluorescence en unit* 
arbitraire . 

35 La figure 2 C reprAsente la dAtection de 
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residue T non apparles en utillsant le tetroxyde 
d* osmium . 

fl * c «« presente sur la figure lndique un 
residu T apparle , adjacent au aesapparlement , qui a 
subl neanaolns une coupure Importance . 

Dans eet example lee deux mutations, sltuees 
respectivement dans les codons 4S2 et 499 se sont 
revele.s par un total de six coupures dlstlnctes . 
Farm! eel lee -el deux ont eu lieu sur des bases 
appariees adjacentes aux aesapparleaents . Sur le brln 
codant, les residue c ont donne nalssance a un pic 
double faible aais signi float if «„ presence 
d' hydroxy lamin. autour de la position 362 . sur le 
brln non- codant le residu T a donne nalssance apres 
tralteaient par le tetroxyde d * osmium au pic en 
position 316. On notera que les coupures sur des bases 
appariees adjacentes, quolque habitual lament plus 
faibles que eel les obtenues sur des resldus non 
apparles , peuvent avoir lieu sur la noltle des 
duplex, et non sur seulement un quart , comae le 
■ontre de oanlere typique le cas de mesapparlements 
contestant des T ou des c . 

I«e gain en senslbilite de la detection 
resultant de 1* utilisation de marquages different* des 
deux brlns d'ADN, comb i nee avec 1* analyse par 
ordlnateur permet d'obtenlr les resultats aentiormes 
dans 1' insert de la figure 2B, qui represent, un 
egrandisseaent du pic double autour de la mutation en 
position 362 du brln codant , en surimpression sur les 
traces du resultat obtenu sur un mime brln pour trois 
lndividus n'ayant pas cette nutation . On note que des 
cllvages ont lieu sur les cytosines en position 357 et 
369. 

tlltt du tvoe de base ne« «n ?a rla» .» Am ] fl 
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composition «« h flfflT 

~ P— » «'.tudl„ l.„. t „,. ntlt . tlr £ "1 J 

■«•« slmllalre sur l«s deux fcvn*« ! 
•rnccit*. d. coupur. pour 1.. d.ux rtactli. 
ctt. V " lq "' ""*"°"« - -P»~«p.. 4 

5* - a Ia presence de dmix rA« « h„. ~ 

30 coupur. fort . ^ ^^^^^ 3 * 

coupur. fort, ob..rv«. .„ pr .. enc . 

l'..v£il C " d * la " Utailon Gln «" «», 

dependant, du brin nrim m„ „~ - pura ' 

»r*n pris «n compte , peut etr. aussl 
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due a la presence »ur le brin non codant d'un resldu c 
adjacent a un resldu non apparie . 

Le tableau permet aussl d'es timer le nombre de 
produits de cllvage qui peuvent <tre attendua en 
general pour cheque nutation alnsl que 1* Indication 
dec llmltes de detection des produits dans le cas de 
coupurea faibles . 

Cheque mutation donne naissance a au moins deux 
pics fluorescents detectables resultant du cllvage de 
bases mesapparlees , sals dans plusieurs cas , des 
Informations addltlonnelles ont 6t6 obtenues a partir 
du cllvage d« oases appariees adjacentes , indlquees 
dans le tableau par des fleches . 

La grande aajorlto des produits de coupure sont 
facllement detect** , a cause de 1* intensity de leur 
signal fluorescent qui est tres nettement superleur au 
bruit de fond, x* sur impression de traces telle 
qu'effectuee dans 1* Insert de la figure 2B est 
necessaire settlement dans le cas de slgnaux 
representant moins de 10 % des double brlns cllvables, 
tels que eeux obtenus avec le tetroxyde d ' osmium sur 
des mesapparlements resultant des mutations Arg472 
STOP et Val458Met (tableau ). 

Le prof 11 de coupure par le tttroxyde d' osmium 
d'un patient heterosygote pour la mutation Val458Met , 
qui donne naissance a un polymorphism* sans ef fet , et 
pour la mutation pathogens Pro467Arg est 11 lustre sur 
las figures 3B tt 3C . 

Le polymorphisme de la mutation Val45eMet est 
facllement detect* , par traltement par 
1' hydroxy 1 amino , et 1 dent If 16 par un pic a la 
position 299 du brln non codant. , comma lndique sur la 
figure 3A qui est un schema representant la partle du 
gene contenant ces deux mutations . 

Sur la figure 3A les brlns d'AON representee 
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par des llgnes epalsses sont caox derives da 1* allele 
presentant a aon site polymorphlque un residu G, ce 
qui ast la plus frequent. 

Ca pic n'est neanmolns pas dlacernabla dan. la 
cas du traitement au tetroxyde d* osmium par masura 
direct* de la fluorescence du brln non codant , qui 
porta un T mesapparla au slta correspondent a cetta 
mutation (figure 3B) • Cependtat , la brln codant 
presents una coupura baaucoup plus forte , a la 
position 387, due a la presence d'un residu T 
imaedlatement adjacent au mas appar lament destablllsant 
C.C at G.G. a la moltle das molecules apparlaas . 

Da plus , la comparalson des traces agrandls de 
la mama region dans la cas du traltement d'ADN 
15 d*autres lndlvlduo par le tetroxyde d'osalum , comae 
represent* dans 1* Insert de la figure 3B, montre que t 
•st an fait present a la position 299 du brln non 
codant . La reactivlt* avac le tetroxyde d- osmium de 
ce mesapparlement T-G est lnhabltuellement falble . 
20 cecl est du au fait que l'intensite du pic resultant 
est settlement Mgerement euperleure a celle des bases 
T.A apparlaas anvlronnantas , comae le montre 1* insert 
representant la brln non codant a partlr de la 
position 283 Jusqu'a la position 316. 
25 on notera neanmolns que ce mesapparlement G.T 

est present saulement dans un des quatre duplex . Le 
prof 11 temoln montre dans 1* Insert , dans lequel le 
pic an position 299 n'est pas present , est celui 
d'lndivlduB homosygotes O.C a ce site polymdrphlque . 
30 En fait , las variations entre indlvldus . c'est-a- 
dlre antra homosygotes A.T et G.C a ce site 
polymorphlque peuvent atre facilement. detectees comae 
le montrant las flgur- 3C et 3D , correspondent 
respectivement a das traitements par le tetroxyde 
35 d* osmium at I'hydroxylamine. 
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f profll « n tatroxyda d*oa*lua ( fleer. 3 c > 
d. 1'hc-o.yoot. •„ po.ltion 299 ..t d. .ani.r. 
•urpr«n M t« .iaii«an A c.l.i da l'h«Un»n.t. dan. 
1 ino.rt d. 1. tlgur. 3B , A l'.Kcaption d. pie an 
position 299 qui .at f«lbl«wnt infariaar A cm qui .at 
-1« on evldenc me lea Mi WiMM u G.T. Da pi.., 
lo. fcoaosyqote. Co , atXllaee com tAawlna mm 
coop*, du. 1« figure 3B at 3C , dormant nal.aanc. . 
an pie dl.tlnet dan. 1. profll obtena .prto reaction 
•vee 1-hydroxylMUn. , contr.lr-.nt .« profll obfmi 
* V#C d# » h °«°*Y90ta« A.T ( floor. JO). ll M4Neit 
ox««pl. rapra.anta l. c .. pertieullar .it. 
polynorphlqae , qui «tonn. nals.ance A e*. eanotypaa 
approprlAs pour fair* 1. dlffaranca mtrt on cllvag. 
do !»•••. .pparlaa. .t non apoariaa* . 1- apparition 
d on nettvMu pic T eta c ibiMt dm 1. profll d*.utr*a 
Indlvldo. , mi un Indie, auffi.ant si 
l-Mplltud. d. c. p, e ..t d. M«, ordr. q.. e.1.1 
**" Ult * wt *» «*• POirM da bu.. mvlnmnantH. 



PtUra i n i tton do .uti ^ta c ti— ^ l a 



On patlMt a vac on. doobl. natation at> el. , 

oont l. profll da coapur* «.t iodiqua ««r 1m fleas*. 

2B «t 2C , donna nalsaanca a an nn.br. Important d. 

fr.anenta d'int.naite. variable. . cm qai d. 

t..t.r f.elleeeat 1. ..all d. detection de 1. adthode. 

on dllu.nt eo o.t.rl.1 ivk dlff.rant.. qeantlte. da 
•atAri.l genAtlqa. .aavage . p. plM# 1# 
eepllfiee p« r vol. enxynatleoe da cHimncm affacte 
d# «• P*tlont ptnt Atre detalllea da ..Mare 
qo.ntlt.tiir. dww de. dilation, mi Mrla t c .r 
I*u4S9Arg detralt 1. .it. do reconn.i...nc. do 
l'ensyae Hal AI, .oaligne dans la figure 1. 

I.*A0H gdnoalque d. e. patient . at* dlluA avec 
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da. qoantlta. croi—nt.. d-AOH no»al .t aoplifi. p. r 
!• *olo on.yatlooa . L'l^runc. d. ehronoaono 
portant 1.. station. . #t# ^rifiaa , mfr99 
prai.ra a«plifie.tlon par poly-4 Tl .. tlon J ch .£ 
» an atudiant dan. da. dilution, an aarlaa 1. 

diaparition du fr.on.nt d. 50t pair., da baa« 
rapraaanta but 1. floor. 4A , qui ..t raalatant A i. 
dloaatlon par l'onsyaa H 9 i AX. Da. aUqootoa da chaooa 
dilation on aarla. PBt #t . .^^ SOttals 

10 "odifieationa chlaioaaa par la tatroxydo d'onl. «* 
1'hydronylMlna . ' 

La flooro 4B nontr* q*a ju.qa'4 an* dilation 
d on factaur cinq da 1'AMI , c-oat-A-dira »» 
chrooo.oo* portant la notation poor dlx chroaoaoaoa 
I— aJMpparlmmta soat facllanant datactaa 

f i«™ Atl 1 T l - "»•*•• , on . fait 

«iooror ainplaMnt la raaoltat da la eoopora par 

. ! ' P " 1 " ,a# -ill-lra. 
d intanalta aont a».araaa . .pra. dilation . dann la. 
Mtra. profll. do cllvaoa da la flour. 2. 

La flooro 4B ..t on gal but laqual aont 
rapraaantaa. la. dlffaranta. dilation, da l'AOM alnai 
qoa do 1 'ADM tanoln da typa aaavaoo ( poita C) . 

La flooro 4 C rapraaanta la prdfll do brln non 
c * HUnt ' traltaaont da 1'jum pmr 

l'hydroicylaaiino, poor la patiant hotorosyooto at dan. 
«no situation oa 1*ADH n*a paa ata diloa. 

La flooro 40 aat on •graadlaaanant da la roglon 
contanant loa plea ao* po.lt Ions 293 at 217. sor cotto 
flooro, on a Indloua la. intonoitaa daa pica A ona 
dilation do noitli { 1/2 1 do dialog fl/10 , . ln ,i „• 
1 Intanalta do apaetra obtonu avac l'AOM tanoin d'on 
Indlvldu da typo aaavaaa . 

35 1# * Ac doobla obtano avac !• hydroxy laaina 
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pour lo brln c^dant autour da la position 362 ( cf. 
lnaart do la flgura 2A ) oat d*toctabla . i ant 
dilution d»l/10 du chroaosoao . 
CQHCMBIQH L 

9 r*aultata do coa mxmmplmm do also on oouvro 

do l 9 lnvontlon aontront da aanitct elalro quo la 
aftthodo cbjot do la pr«sonto invontlon poraot do 
**tor»inor # do »anl*ro flablo at aonaiblo , la 
prteoneo ot la position da aubstltutlons do basas dana 
10 daa a*quancas nucltot * Jlquoa . 

Cotto dAtoctl- ast ronduo poasiblo du fait du 
doublo suurquaga dlffarontiol doa doux brlna , * 1'aldo 
do Mrquours f luorosconts * 

Lo attthodo objot da la prtsonto invontlon oat 
IS an outra aiaa an oauvro do nanltro plus raplda qua la 
atthodo convoatlonnollo CCN , ot prtsonto do plus 
l'avantaga d a utlllaar doa* produits do aarquago 
f luoroacanta atablos . 

La aftthodo objot do la prtsonto invention 
20 dlff*ro on outro doa afttttodaa dtcrltas dons l'+tat da 
lo tachnlquo on co quo t 

* olio ponot d*obtoalr do ftanltx* optiaalo un 
grand . noabra do a+sopparioaants at done 
d* intonations* du fait du aarquaga da 1'allftla 

23 autant, 

* laa brlna codant ot aon-eodant aont aarquta 
do aanlftraa dlffftrontos , co qui rftdult ainal au 
alnlaua lo noabro da reactions chlalquos ot ponot uno 
localisation prftclso doo autatlons , 

30 - !• bruit do fond spAeiflqoo d*iur brln donn* 

lors doo coupuroa * una poaitlon donnfto ost trfts 
roproductiblo ot rand dfttoctoblo das aftsapparlaaant's 
qui ordlnolroMnt aont pou coupta 9 tols quo dos 
polyaorphisaos hoaoxygotos , coast lo aontrs la flguro 

35 3 . Ainal , an utlllaant lo bruit do fond daa coupuras 
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comm itquMn da rIMrwet , on prat aaqvancar la 
•utatlon da uni*r« praclaa , au noclaotlda peas . 

La aanalblllta partlcullaraaant laportanta da 
la aathoda objat da la praaanto Invention davralt 
poreattra da dataralnar la praaanca at la pealtlon da 
aubatltatlona da baaa chaz daa lndlvldua hoaozygotaa 
•t hatarosygotaa . dan* la caa da caractara 
haradltalraaant transala , Mil aoaal da dataetar daa 
autationa aoaatlquaa dana laaquallaa la chroaoaoaa anr 
laqual a llau la aatatlon aat dllu* dana on grand 
»oa*ra da chroaoaoaaa port ant ana allala aaaraga, cm 
qva na parawttant an aucuna aanlara laa aathodaa 
**«ritaa dana l'atat da la tachniqna . 
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BEXBffil&XXfiBS 

5 ... *" I' 00 "* d# d * t#ctlo » d « *• PrA.anca at da i« 

5 position do aubatitution. ou do dAlAtion. do bo.o. 
dan* uno aaquanca nuclAotidiquo coapriaa dono »„. 
prAparatlon d'ADW doublo brin a to. tor dan. loqu.1 , 

- on aapllfia da .aniAro spAclflquo la region 
id 7!!!?*? U ••q««nca nuclootidiquo d-»n. part da 
10 1-ADH a ta.fr at d'autro ,*rt d '«n am dont la 
•iquoneo *.t connuo , at 1'on aarqu. la. brin. .ana at 
non .on. do cea AD* a l^ida da -rquour. 
nuor.ac.nt., ou da ..rquour. »o»-i.otopiqu.., 
alfforont*. 

15 ~ on nybrld. lo. AON ««plifi«s , at 

" on •» Avidenee loa hAtAroduplex forays 

I*r cllvago doa partlaa das brina non-apparlooa. 

2. ProcAdA do dAtectlen do la prosonco ot do la 
position da substitution, ou do dAlAtion. do baoo. 
20 d'uno aequenc nuclootidiquo coaprlee daw una 
pr«P.r.tio» d'ADH doubl. brin hotiroayooto ou 
hotirooono A toatar dans lequel: 

- on aaplifi. da aanlAro apocifiqoo 1. region 
contonant la sequence nuclootidiquo do 1'aoh a toatar 
•t on aarque laa brin. .ana at non .ana do cat ADR A 
l'.ide do iMrquoura fluora.cents, ou da aarqueur. non- 
isotopigusa, dlffArents, 

- on hybrid. 1*ADN aapllflA, at 
" OB •» Avidenee loa HAtAroduplex forais 

par clivag. do. partlaa da. brlns non-appariAee. 

3. ProcAdA ..Ion la revindication 2 caractArlaA 
•n co quo i-adm hatArog.no o.t eonatituA d'un aAl.» 9 . 
d'AOH da deux variant, d'uno bactArla ou d'ADlf oxtr.lt 
d. clinic aoaalque d'uno tuaeur . 

4. ProcAdA ..ion la raTandlcation 1 caractArlaA 
•n ca qu. l'ADK A tostor at l'ADH connu aont amplifies 
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dans la »A»a preparation . 

3. ProcAdA salon l 9 uno das ravandicatlons 1 A 
4, caractArlsA an cm qua Is rAactlf coupant las 
partia. non appariAas ast tin r tact If chlnlqua . tal 
3 qua 1' hydroxy lanina ou la tAtroxyda d*oaalua. 

f. ProcAdA salon l'una das ravandlcatlona 1 A 
4, caractArlsA an ca qua la rAactlf coupant laa 
partiaa non apparlAaa aat una anzy»a, tells qua la 
KutY. 

10 7- ProcAdA salon l'una das revindications 1 A 

A, caractArlaA on ca quo las hAtAroduplax aont, 
prAalablanant A iaur nlaa an Avldanca, concontrAa par 
passaga sur tin support laa ratanant spAclf iquaaant. 

8* ProcAdA salon l 9 uno das revindications 1 A 

IS 7 , caractArlsA on ca qua lss AD* coopranant la 
aAquanca nuclAotldlqua A dAtoml nar sent aspliflAa par 
la aAthoda da polynArlsatlon an chalna A I'alda da 
daux aaorcas altuAos aux daux oxtrAaltAs da la 
aAquanca qua l 9 en vout aapllflar. 

30 * • ProcAdA salon la rsvandicatlon 8, 

caractArlsA an ca qua las daux aaorcas aont aarquAas 
rttptetimtnt A 1 9 alda do raarqusurs f luorascants 
dlffArants. 

10. ProcAdA salon I 9 una dos ravandicatlons 1 A 
23 9, caractArlsA an ca quo la talllo do la aolAcula 

d'AON doublo brln correspondent A la sAqusnca 
nuclAotldlqua aat comprise antra 130 at 10.000 palraa 
da basaa. 

11. ProcAdA da dAtactlon do la prAsanca da 
30 substitutions ou do dAlAtlons da basaa dans una 

aAquanca nuclAotldlqua coaprlso dans una prAparatlon 
d'ADK doublo brln A taatar dans loqual t 

* on aapllfio do aanlAra apAclflqua la rAqion 
contanant la aAquanca nuclAotldlqua d * una part da 
33 1**0* A tastar at d* autre part d*un AON dont la 



WOMW7JCI 



2171469 rCOTXMftNM 
29 



23 



saquanca «st connua, 

- on hybrid. las AON aaplifia. , at 

- on Nt an avldanca las hataroduplox forstf. 

•psclflquaaant. 



12. Proceda da dAtactlon do la pr.sanea do 
substitution, ou do dolotlon. do to*,; don. una 

-f^T XT**™"** e ~»**" — pr.par.tion 

tf AON doublo brin hotoromyuota ou hotarogono A ta.tar 
10 dons, laqual t 

- on aaplifia do aaniaxa spacifiqua la roolon 
contanant la ooquonco nuclaotldlqua do 1'adn a tootor, 

- on hyforldo 1 'AON aaplifia, « t 

- on ait an orldonca laa hotaroduplax fonts 

•poclflquaaant. 

U. Procod* salon l'una das rovandl cations 7, 
11 ot 12 caractarlsa an ca qua ladlt support porto ana 
protolno llant da aanlara apocifiqu. la. Mt«rodupl.,. 

14 • Proc * d * ■•Ion la rovandlcatlon 13 , 
caractarlsa on eo qua ladlta protalna ast la Nats. 

IS. Procodo aalon l'una das rovondlcatlona 11 
•t 12 , caractarlsa an ca qua laa Mtoroduplox ratanus 
•ont ravalas par ana aolacula a. turn apaclfiqaaa«nt 
•or l'ADM, talla qua la broanara d'athldlaa. 

1«. Coapoaltlon coaportant au aolns trols 
•ondo. poraottant da for-ar doa hataroduplax .nc da. 
saquanco. nuclalquas dana la.qa.llaa on racharch. la 
praaanca ou l'absancs do mitatlona ponetnollas. 
30 17 • Mtoroduplox assocl. i un coaploxo 

eonatltuo par un. aolacula do typa Hats at an 
antlcorps anti-Huts 
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